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EFEITO DA APLICAÇÃO DE PRODUTOS 
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RESUMO
As aflatoxinas, quimicamente definidas como difuranocumarinas, são metabolitos secun-
dários produzidos principalmente pelas espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. O 
presente trabalho teve como objetivo estudar a ação de diferentes tipos de produtos enológicos 
na remoção de aflatoxinas (B1 e B2) presentes no vinho. A eficácia desses produtos na remoção 
das referidas micotoxinas foi avaliada utilizando vinho artificialmente contaminado com AFB1 
e AFB2. O produto enológico que mostrou ser mais eficaz na remoção destas micotoxinas foi a 
bentonite, com percentagem de remoção de 100%. O caseinato de potássio também se mostrou 
eficaz, com percentagem de remoção na ordem dos 70 a 80%. Adicionalmente também se ava-
liou o impacto destes produtos enológicos sobre as características físico-químicas dos vinhos. 
Os resultados obtidos podem fornecer informações úteis para o sector vitivinícola, na seleção do 
produto enológico   mais   apropriado   na   remoção   das   aflatoxinas,   reduzindo   a   toxicidade 
e   melhorando simultaneamente a qualidade e segurança alimentar do vinho.
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1. INTRODUÇÃO
As micotoxinas, são metabolitos secundários tóxicos de baixo peso molecular, 
produzidos por fungos filamentosos, habitualmente, no final da fase exponencial do seu 
crescimento (GONÇALEZ et al., 2001). As principais micotoxinas conhecidas são 
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produzidas por fungos que pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, 
destacando-se as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos (deso-
xivalenol, nivalenole toxina T-2) e zearelenona (BATA e LASZTITY, 1999; SERRA et 
al., 2005).
Estas   micotoxinas   são   encontradas   sobretudo   em   alimentos   de   origem 
vegetal, nomeadamente  cereais,  frutas,  sumos  de  fruta,  cacau,  café,  vinho, 
frutos  secos  e especiarias, e com menor frequência em alimentos de origem animal, 
leite e produtos lácteos, como queijos e iogurtes (COLAK et al., 2006; VAN DE 
PERRE et al., 2015). Como são compostos muito estáveis, são difíceis de eliminar da 
cadeia alimentar, provocando perdas elevadas em certas produções agrícolas a nível 
mundial (VAN DE PERRE et al., 2015). No entanto, o teor de micotoxinas presentes 
nos diversos alimentos pode ser controlado pela aplicação de medidas de controlo e 
prevenção adequadas, tais como a implementação de um plano HACCP (SERRA et al., 
2005).
As aflatoxinas são um grupo vasto de compostos que são agrupadas nas séries B, 
G, M, P e Q tendo em conta algumas diferenças de estrutura química e a disposição dos 
átomos de carbono. Dentro de cada uma destas séries encontram-se agrupados vários 
compostos: e.g AFB1, AFB2, AFB2a; AFM1, AFM2, AFM2a; AFQ1 e AFP1 (CAR-
VAJAL, 2013). Existem cerca de 20 tipos diferentes de aflatoxinas, mas devido ao seu 
alto potencial cancerígeno, mutagénico e teratogénicoas mais importantes são AFB1, 
AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2  (Figura 1).
Figura 1. Estrutura química das principais aflatoxinas (SORIANO DEL CASTILLO 
et al., 2007).
O vinho como qualquer outro produto alimentar está suscetível à contamina-
ção por micotoxinas. A deterioração das uvas tem sido tradicionalmente associada ao 
desenvolvimento de fungos filamentosos em que a produção de micotoxinas pode ocor-
rer antes da colheita das uvas ou em situações de pós-colheita, quando as uvas estão 
mais suscetíveis a danos (SERRA et al., 2004). Para a saúde humana, a micotoxina 
que suscita mais preocupações nos vinhos é a ocratoxina A (HOCKING et al., 2007). 
No entanto, algumas aflatoxinas, principalmente AFB1 e AFB2, têm sido também 
encontradas em uvas, mostos e vinhos, embora com menor frequência (EL KHOURY 
et al., 2008).
O Instituto da Vinha e do Vinho estabelece que o teor máximo de ocratoxina 
A presente nos vinhos tem de ser inferior a 2,0 µg/kg. Em relação à presença de 
aflatoxinas nos vinhos, o teor máximo admissível não se encontra legislado.
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A aplicação de técnicas de redução de aflatoxinas em vinhos está ainda pouco 
estudada. No entanto, a preocupação que a presença de aflatoxinas suscita leva a que se 
investiguem estratégias de prevenção de forma a reduzir a sua formação em alimentos, 
bem como, de eliminação, inativação ou redução da biodisponibilidade destas toxinas 
nos alimentos contaminados.  Um  dos  métodos  de  descontaminação/redução  passa 
pela  utilização  de agentes adsorventes que se podem ligar de forma eficiente e assim 
remover micotoxinas de uma solução aquosa (VAR et al., 2008). O carvão activado e 
as bentonites são os adsorventes  mais  estudados  e  que  possuem  maior  afinidade 
para  as  micotoxinas (HUWIGet al., 2001).
Apesar  de  haver  muitos  estudos  que  incidem  na  descontaminação 
de  micotoxinas utilizando agentes adsorvente, ainda não existe nenhum trabalho de 
investigação sobre remoção de aflatoxinas nos vinhos como existe para a ocratoxina A. 
Assim, foi objectivo deste trabalho estudar a ação de diferentes produtos enológicos 
na eficiência de remoção de aflatoxina B1 e B2 de um vinho branco artificialmente 
contaminado. Foi ainda estudada a ação destes produtos enológicos nos parâmetros da 
cor, compostos fenólicos totais, não- flavonóides e flavonóides de vinho branco.
2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1 Vinho
Neste trabalho foi utilizado um vinho branco, com as seguintes características: 
Teor alcoólico 10,0 % (v/v); Massa volúmica a 20°C 0,9915 (g/cm
3); pH 3,0; Acidez 
total 6,7 (g ácido tartárico/L); Acidez volátil 0,14 (g ácido acético/L); Sulfuroso livre 
35 (mg/L). As análises  dos  parâmetros  convencionais  do  vinho  foram  efetuadas  de 
acordo  com  os métodos oficiais da OIV (OIV, 2013).
2.2 Ensaio de colagem
No  ensaio  de  colagem  utilizaram-se  dez  produtos  enológicos  comerciais  com 
características  diferentes  (mistura  de  carvão,  gelatina  e  bentonite  –  CG;  carvão 
–  C; proteína de ervilha – PE; manoproteína – BPl; polivinilpolipirrolidona – PVPP; 
caseinato de potássio – CP; bentonite sódica – BS; carboximetilcelulose – CMC; ben-
tonite cálcica – B; quitosano – Q). Estes produtos enológicos foram aplicados na dose 
média recomendada pelos fabricantes em provetas de 250 mL, com o objetivo de ava-
liar a sua capacidade para remover as aflatoxinas utilizando um vinho branco artifi-
cialmente contaminado com 10
µg/L de AFB1 e 10 µg/L de AFB2. O ensaio de colagem foi efetuado em duplicado 
para cada um dos produtos enológicos e para o controlo (vinho sem adição de produto 
enológico).
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2.3Análise de AFB1 e AFB2
O  sobrenadante  do   vinho   adicionado   com   os   diferentes   produtos   eno-
lógicos   foi centrifugado a 4000 rpm durante 15 min. De seguida, recolheram-se 2 
mL de sobrenadante e adicionou-se igual volume de acetonitrilo/metanol/ácido acético 
(78:20:2, v/v/v). A separação cromatográfica foi realizada a 35 °C numa coluna ana-
lítica C18 de fase reversa YMC-Pack ODS-AQ (250 x 4,6 mm, 5 μm) equipada com 
uma pré-coluna com a mesma fase estacionária. As amostras foram eluídas a um caudal 
de 1 mL/min durante 30 min com uma fase móvel composta por H2O/acetonitrilo/
metanol (3:1:1, v/v/v). O volume de injecção  foi  de  30  µL  e  os  parâmetros  de 
deteção:  λexc=365  nm,  λem=435  nm  e gain=1000 (SOARES et al., 2010). O tempo 
de retenção da AFB1 e AFB2 foi aproximadamente de 26 e 21 min, respetivamente. A 
concentração de AFB1 e de AFB2 nas amostras foi determinada por comparação das 
áreas dos picos com uma curva de calibração efetuada com padrões de AFB1 e AFB2 
(Sigma-Aldrich). Todas as análises foram efectuadas em duplicado.
2.4 Análise de alguns parâmetros físico-químicos do vinho
A cor foi determinada pela medição da absorvância a 420 nm, utilizando uma 
célula de 1 cm de percurso ótico, num espectrofotómetro, de acordo com o método 
descrito pela Organização  Internacional  da  Vinha  e  do  Vinho  (OIV,  2013). 
Determinação  dos compostos fenólicos totais dos vinhos foi efectuada de acordo 
com o método descrito por RIBÉREAU-GAYON et al. (1982). Os compostos fenóli-
cos não-flavonóides foram determinados de acordo com o procedimento descrito por 
KRAMLING e SINGLETON (1969). Por diferença com os compostos fenólicos totais 
obtivemos os compostos fenólicos flavonóides. Os resultados foram expressos em 
equivalentes de ácido gálico, através de uma curva de calibração elaborada com o 
ácido gálico. Todas as análises foram efectuadas em duplicado.
2.5 Tratamento estatístico dos dados
Para o tratamento estatístico dos dados aplicou-se a análise de variância 
ANOVA (fator único),  seguido  de  um  teste  de  comparação  de  média,  teste  de 
Tuckey  utilizando  o programa Statistica versão 7.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
3.1   Efeito   da   aplicação   dos   diferentes   produtos   enológicos   na   remoção 
da	concentração	das	aflatoxinas	B1 e B2 no vinho branco
Os produtos enológicos mais eficazes na redução da concentração da aflatoxina 
B1 (AFB1) foram as duas bentonites, sódica (BS) e cálcica natural (B) com remoções 
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de 100% desta micotoxina. O carvão ativado (C), o caseinato de potássio (CP) e a 
mistura de carvão, bentonite e gelatina (CG) também obtiveram uma redução signifi-
cativa da concentração desta toxina (Figura 2). Relativamente à eficácia dos produtos 
enológicos sobre a remoção da aflatoxina (AFB2), apenas a bentonite cálcica natural 
(B) obteve um resultado igual ao observado na remoção da AFB1, reduzindo na tota-
lidade a concentração desta toxina. A bentonite  sódica  (BS),  caseinato  de  potássio 
(CP),  carvão  (C)  e  mistura  de  carvão, bentonite e gelatina (CG), também podem ser 
uma boa alternativa na remoção de AFB2. Os restantes produtos enológicos testados 
não revelaram bons resultados na remoção das duas aflatoxinas (AFB1 e AFB2).
Figura 2. Percentagem de remoção (A) e de concentração detetada (B) da AFB1 e 
AFB2 após a ação dos produtos enológicos aplicados no vinho branco. Ensaios com a 
mesma letra não apresentam diferenças significativas para o parâmetro avaliado (teste 
de Tuckey a 5% de significância).
A bentonite foi de todos os produtos utlizados o que revelou resultados mais satis-
fatórios. Este produto enológico já foi testado na remoção de outras aflatoxinas, nomea-
damente da AFM1, frequentemente presente no leite, tendo-se obtido uma percenta-
gem de remoção de 80% (DI NATALE et al., 2009). O carvão também demonstrou 
elevada eficiência na remoção (93%) da AFM1 e na remoção da ocratoxina A em 
vinho branco (VAR et al., 2008).
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3.2 Efeito da aplicação dos produtos enológicos na cor do vinho branco
Na Figura 3 pode-se observar que todos os produtos enológicos que demonstra-
ram capacidade para remover a AFB1 e AFB2 no vinho branco, ou seja, a mistura de 
carvão, gelatina e bentonite (CG), o carvão (C), o caseinato de potássio (CP) e as duas 
bentonites (B, BS), diminuíram a cor do vinho significativamente, quando comparado 
com a testemunha. O quitosano (Q), o CMC e a manoproteína (BP1), foram os produ-
tos que não alteraram a cor do vinho, mas também não demostraram capacidade 
para remover as aflatoxinas.
Figura 3. Efeitos dos diferentes produtos enológicos na cor do vinho branco. Ensaios 
com a mesma letra não apresentam diferenças significativas para o parâmetro avaliado 
(teste de Tuckey a 5% de significância).
3.3 Efeito da aplicação dos produtos enológicos no teor de compostos fenólicos 
totais,	não	flavonóides	e	flavonóides	do	vinho	branco
Como  se  pode  observar  na  Figura  4,  houve  reduções  significativas  nos 
compostos fenólicos totais, flavonóides e não flavonóides, pela ação dos produtos eno-
lógicos. Em relação aos compostos fenólicos totais, a mistura de carvão, gelatina e 
bentonite (CG) e a bentonite sódica (BS) não demonstrou alterações significativas, o 
mesmo não ocorreu com o  caseinato  de  potássio  (CP)  e  com  o  carvão  (C)  onde 
se  verificaram  reduções significativas. Nos flavonóides e não flavonóides também 
se verificaram reduções significativas com a exceção da bentonite cálcica (B) que não 
alterou o teor de compostos fenólicos não flavonóides. Por outro lado, o quitosano (Q) 
e o CMC não provocaram redução no teor dos compostos fenólicos totais, não flavo-
nóides e flavonóides.
O caseinato de potássio (CP) quando aplicado em vinhos brancos tem tendência 
a diminuir a concentração dos compostos fenólicos totais, flavonóides e não fla-
vonóides (COSMEet  al.,  2012),  confirmando-se  esse  fato  com  a  exceção  dos 
compostos  não flavonóides.
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Figura 4. Efeitos dos diferentes produtos enológicos na composição fenólica do vinho 
branco. Ensaios com a mesma letra não apresentam diferenças significativas para o 
parâmetro avaliado (teste de Tuckey a 5% de significância).
4. CONCLUSÕES
Neste trabalho o objetivo principal foi encontrar um ou mais produtos enológicos com 
capacidade de remoção da aflatoxina B1 e B2 por meio da adsorção, mas que simul-
taneamente fossem capazes de preservar as características físico-químicas do vinho 
tratado. Os resultados obtidos fornecem informações úteis para o sector vitivinícola, 
que podem assim selecionar o produto enológico mais apropriado para a remoção das 
aflatoxinas, reduzindo a toxicidade e melhorando simultaneamente a qualidade e segu-
rança alimentar do vinho.
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